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Beschreibung 

Die Erfindung bet- fft eine Vorrichtung zur 
Durchfiihrung zeitgleich oder sequentiell ablaufen- 
der chemischer Reakticnen gemaG dem Oberbe- 
griff des ersten Patentarspruchs. 

Bei vielen chemiscr-en Versuchsreihen ist es 
erforderlich, eine Vielzanl von Reaktionspartnern 
jeweils mit einer vorgegebenen Substanz zur Reak- 
tion zu bringen und die jeweiligen Reaktionspro- 
dukte zu verwerten, westerzuverarbeiten oder zu 
analysieren. Bei anderen chemischen Versuchsrei- 
hen ist es erforderlich, e.ne vorgegebene Substanz 
sukzessiv mit einer Rere von Reagentien in Kon- 
takt zu bringen und d^ jeweiligen Reaktionspro- 
dukte zu verwerten, wsiterzuverarbeiten oder zu 
analysieren. Solche Versuchsreihen sind immer 
zeitaufwendig und stellen eintonige Routinearbeiten 
dar. Man versucht daher. solche Versuchsreihen 
mit Hilfe geeigneter Vornchtungen oder Gerate zu 
automatisieren. 

Insbesondere in der Biochemie mussen derarti- 
ge Versuchsreihen, insbesondere der zweiten Art, 
haufig durchgefuhrt wercen. Ein Beisptel hierfur ist 
die Oligonukleotid-Synthese, die eine grobe Bedeu- 
tung fur eine Reihe von molekularbiologischen 
Techniken erlangt hat. Dabei sind insbesondere die 
Methoden der PCR (poly chain reaction) und die 
DNA-Sequenzanalyse zu erwahnen, bei denen so- 
genannte "Primer", kurze DNA-Einzelstrange mit 
einer Lange von ca. 16 bis 20 Nukleotiden zum 
Einsatz kommen. 

Ein weiteres Problem besteht haufig darin, daG 
die Substanzen und ihre Reaktionspartner sehr teu- 
er sind. Man wird daher versuchen, mit moglichst 
kleinen Mengen auszukcmmen. 

Besonders in der Sequenz-Analyse mit der so- 
genannten "primer walking"-Methode ( bet der je- 
weils die Primer-Sequenz fur den nachsten Se- 
quenzier-Schritt aus der neubestimmten Sequenz 
abgelesen und fur die Synthese eines neuen Pri- 
mers benutzt wird, wercen fur die eigentliche Se- 
guenzbestimmung nur sehr kleine Oligonukleotid- 
Mengen, etwa im pMol-Bereich, eingesetzt. 

Es gibt eine Reihe von kommerziell erhaltli- 
chen Geraten, mit denen prinzipiell Synthesen in 
Versuchsreihen der ersten oder der zweiten Art 
und insbesondere Oligonukleotid-Synthesen durch- 
gefuhrt werden konnen. Alle diese Gerate sind 
aber fur Substanzmengen von mehr als 40 nMol 
ausgelegt, also fur Mengen, die mehr als 1000 mal 
groGer sind als benotigt. In vielen Fallen verhindert 
der hohe Preis von Primer-Synthesen mit den be- 
kannten, kommerziell erhalttichen Geraten eine 
breite Anwendung dieser Methoden. AuGerdem 
sind die kommerziell erhaltlichen Gerate fur maxi- 
mal vier parallele Synthesen ausgelegt, so daG eine 
groGere Zahl paralleler Synthesen, wie sie z. B. fur 



Primer-Walking-Sequenzierung benotigt werden, 
nur in kleinen Arbeitsabschnitten, bei Neubeschik- 
kung des Gerats wahrend der Arbeitszeit. jedoch z. 
B. nicht uber Nacht durchgefuhrt werden kann. 

5 Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrun- 

de, eine Vorrichtung vorzuschlagen, mit deren Hilfe 
eine im Prinzip nahezu unbegrenzte Zahl von che- 
mischen Reaktionen zeitgleich oder sequentiell in 
der Art der oben erwahnten Versuchsreihen durch- 

/o gefuhrt werden kann. Die Vorrichtung soil im Ver- 
gleich zu den bekannten Geraten mit geringeren 
Substanzmengen betrieben werden konnen. Ferner 
soil die Vorrichtung so konzipiert sein, daG sie 
automatisch gesteuert werden kann. 

75 Die Aufgabe wird durch eine Vorrichtung mit 

den im ersten Patentanspruch genannten Merkma- 
len gelost. Vorteilhafte Ausfuhrungsformen der er- 
findungsgemaGen Vorrichtung sind in den abhangi- 
gen Anspruchen angegeben. 

20 Die Erfindung basiert auf den folgenden Uber- 

legungen: 

Wenn der Verbrauch von Reagentien niedrig gehal- 
ten werden soli, mussen sowohl das Volumen der 
Reaktionsraume als auch das Totvolumen zwi- 

25 schen Ventilen, Giber die die Reagentien zu den 
Reaktionsraumen geschaltet werden, und den Re- 
aktionsraumen moglichst gering gehalten werden. 

In den bekannten Geraten sind die Schaltventi- 
le uber PTFE-Schlauche mit den Reaktionsraumen 

30 verbunden. Obwoht die Reaktionsraume nur ein 
Volumen von ca. 100 ul aufweisen, betragt das 
gesamte freie Volumen ca. 200 ul. 

Wenn weiterhin die Zeiten fur eine Synthese 
auch fur kleine Mengen kurz gehalten werden sol- 

35 len, muG es moglich sein, die Konzentration der 
Reagentien trotz der kleinen benotigten Mengen 
hoch zu halten. 

Betden Forderungen steht die herkommliche 
Anordnung von die ublichen Schaltventile und Re- 

40 aktionsraumen entgegen. 

Daher wird eine Vorrichtung vorgeschlagen, die 
ohne Ventile auskommt. Auf diese Weise kann das 
Totvolumen entscheidend vermindert werden. 

In der Fig. 1 ist eine Ausfuhrungsform der 

45 erfindungsgemaGen Vorrichtung dargestellt. Mit 
dieser Ausfuhrungsform konnen gemaG der ersten 
Art der eingangs genannten Versuchsreihen vorge- 
legte Substanzen mit jeweils einem Reaktionspart- 
ner in Kontakt gebracht warden. Die Erfindung wird 

so im folgenden anhand dieser Figur erlautert. 

Fig. 2 stellt eine weitere Ausfuhrungsform dar, 
die bei der oligonucleotid-Synthese eingesetzt wird. 

Die im folgenden verwendeten Begriffe "unten" 
und "oben" werden lediglich im Interesse einer 

55 klareren Darstellung der Erfindung verwendet und 
beziehen sich auf die in den Figuren dargestellten 
Ausfuhrungsformen. Die z. B. in Fig. 1 dargestellte 
Vorrichtung kann jedoch auch umgedreht ("auf 
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dem Kopf stehend") oder auf der Seite tiegend 
betrieben werden. Die Erfindung umfaflt auch sol- 
che Ausfuhrungformen. 

Die erfindungsgemafle Vorrichtung besteht im 
wesentlichen aus vier Staben 1, 2, 3, 4, die hori- 
zontal angeordnet sind und ubereinander tiegen. 
Die Stabe berCihren sich daher an sechs Flachen 5, 
die im folgenden als Kontaktflachen bezeichnet 
werden. Der obere und der untere Stab 4, 1 stehen 
uber jeweils eine Kontaktflache 5 mit dem benach- 
barten Stab in Beruhrung; die beiden mittleren Sta- 
be weisen jeweils zwet Kontaktflachen 5 auf. Die 
Kontaktflachen 5 soilen moglichst eben und glatt 
sein; sie sind z. B. durch Schleifen und Polieren in 
der Wetse bearbeitet. dafl sie spaltfrei gegeneinan- 
der bewegt werden konnen. 

In der erfindungsgemaflen Vorrichtung sind die 
Kontaktflachen gegeneinander gepreflt. Der erfor- 
derliche PreBdruck kann durch Ausnutzung des Ei- 
gengewichts der Stabe und/oder durch Federele- 
mente aufgebracht werden. Die Hone des Prefl- 
drucks ist u. a. vom Betriebsdruck der Vorrichtung, 
der Viskositat der eingesetzten Reagentien und 
dem Material der Stabe, insbesondere von der 
Oberflachenspannung der Reagentien auf dem Ma- 
terial, abhangig und wird in Abhangigkeit von die- 
sen Parametern vorgegeben. 

Mit dieser Anordnung wird erreicht, dafl sich 
die Stabe an ihren Kontaktflachen gegeneinander 
bewegen lassen und dafl die Kontaktflachen den- 
noch eine Fliissigkeitssperre bilden und somit eine 
flussigkeitsdichte Abdichtung bewirken. 

Im ubrigen ist die Form der Stabe frei wahlbar. 
Vorzugsweise wird man quaderformige oder plat- 
tenformige Stabe verwenden. Die Stabe konnen 
weiterhin an den nicht als Kontaktflachen verwen- 
deten Seiten mit Fuhrungsnuten oder -schienen, 
Federelementen und mit solchen Halteelementen 
versehen werden, die einen Austausch ermogli- 
chen. 

Der unterste, erste Stab 1 ist ortsfest mit der 
Vorrichtung verbunden. Beispielsweise kann der er- 
ste Stab auf einer Grundplatte 16 befestigt sein. Er 
weist ferner mehrere durchgehende Bohrungen 6 
auf. Obwohl die Bohrungen prinzipiell nicht vertikal 
verlaufen mussen, wird man aus fertigungstechni- 
schen Grunden die Bohrungen senkrecht zur 
Langsachse der Stabe anordnen. Mit den Bohrun- 
gen konnen flussigkeitsdicht, etwa uber eingesetz- 
te Fittings, von unten Reagentienleitungen 12 ver- 
bunden werden, die beispielsweise in Reagentien- 
Vorratsflaschen munden. Die Anzahl der Bohrun- 
gen 6 hangt von der Anzahl der fur die Versuchs- 
reihe notwendigen Reagentien ab. Man wird die 
Anzahl der Bohrungen so wahlen, dafl moglichst 
fur jedes erforderliche Reagenz eine Bohrung und 
damit eine Reagentienleitung zur Verfugung stent, 
so dafl die Vorratsflaschen wahrend des Versuchs 



nicht gewechselt werden mussen. 

Der uber dem ersten Stab 1 liegende und mit 
diesem uber die beiden jeweiligen Kontaktflachen 
5 in Beruhrung stehende zweite Stab 2 ist fest mit 
5 einer Tragerplatte 7 verbunden und laflt sich ge- 
genuber dem ersten Stab durch eine horizontale 
Bewegung der Tragerplatte verschieben. Dieser 
Stab weist eine durchgehende, vorzugsweise verti- 
kal angebrachte Bohrung 8 auf. 
w . Der uber dem zweiten Stab 2 liegende und mit 
diesem uber die beiden benachbarten Kontaktfla- 
chen in Beruhrung stehende dritte Stab 3 ist eben- 
falls mit der Tragerplatte 7 verbunden, jedoch in 
der Weise, dafl er relativ zu der Tragerplatte ver- 
;s schiebbar ist. Er weist eine Anzahl n von Reak- 
tionsraumen 9 auf, die nach oben und nach unten 
offen sind. Die Form der Reaktionsraume richtet 
sich nach der Art der durchzufuhrenden Reaktion 
und nach der Menge der Reagentien. Prinzipiell 

20 konnen die Reaktionsraume durch Bohrungen her- 
gestellt werden. Bei Oligonukleotid-Synthesen wer- 
den als Reaktionsraume haufig Kunststoff-Fritten 
eingesetzt, zwischen denen ein Trager aus poro- 
sem Glas gehalten wird. In diesem Fall kann es 

25 notwendig sein, dafl die Reaktionsraume wie in der 
Figur angedeutet bauchig erweitert sind. Der dritte 
Stab 3 kann dann beispielweise aus zwei Schichten 
bestehen, von denen eine die Reaktionsraume und 
die unteren Offnungen enthalt und die andere als 

30 Deckel mit den entsprechenden oberen Offnungen 
ausgebildet ist. Obwohl die oberen und die unteren 
Offnungen der Reaktionsraume prinzipiell nicht ver- 
tikal ubereinander angeordnet werden mussen, ist 
eine solche Anordnung aus fertigungstechnischen 

35 Grunden vorzuziehen. Die Anzahl n der Reaktions- 
raume hangt von der Anzahl der durchzufuhrenden 
Reaktionen ab und ist - bei entsprechender Lange 
der Stabe - im Prinzip frei wahlbar. 

Es erweist sich als vorteilhaft, wenn alle Stabe, 

40 zumindest jedoch der dritte Stab 3 temperierbar 
und thermostatisierbar sind. In diesem Fall konnen 
Reaktionen auch bei vorgegebener Temperatur 
oberhalb oder unterhalb der Raumtemperatur 
durchgefuhrt werden. 

45 Der uber dem dritten Stab 3 liegende und mit 

diesem uber die beiden benachbarten Kontaktfla- 
chen in Beruhrung stehende vierte Stab 4 ist eben- 
so wie der zweite Stab 2 fest mit der Tragerplatte 7 
verbunden und enthalt«eine durchgehende Bohrung 

so 10. Fur diese Bohrung wird wiederum eine vertikale 
Anordnung bevorzugt. 

Fur die Funktion der Vorrichtung ist es wesent- 
lich, dafl es n verschiedene Stellungen der Stabe 
2, 3 und 4 gibt, bei denen die Bohrungen 8 und 10 

55 sowie die obere und die untere Offnung eines der 
Reaktionsraume eine durchgehende Verbindung 
darstellen. Die Anzahl n entspricht dabei der An- 
zahl der vorgesehenen Reaktionsraume. Diese Be- 
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dingung ist am einfachsten erfullt, wenn die Boh- 
rungen 8 und 10 senkrecht ausgefuhrt wurden, auf 
einer gemeinsamen Geraden liegen und wenn die 
obere und die untere Offnung eines jeden Reak- 
tionsraumes senkrecht ubereinander angeordnet 
sind. Prinzipiell konnen jedoch die Bohrungen 8 
und 10 auch in anderen Winkeln sowie die obere 
und die untere Offnung eines jeden Reaktions- 
raums gegeneinander verschoben angebracht wer- 
den, solange die genannte Bedingung erfullt ist. j 

Die Bohrung 10 des vierten Stabs 4 kann z. B. 
uber geeignete Fittings mit einer Leitung 13 ver- 
bunden sein. in die eine Pumpe 14 eingesetzt ist. 
Eine Pumpe ist insbesondere dann erforderlich, 
wenn die Reagentienleitungen 12, die in den unter- / 
en Teil der Bohrungen 6 munden, und die hieran 
angeschlossenen Reagentien-Vorratsflaschen nicht 
in der Weise angeordnet sind, da/3 die Reagentien 
aufgrund eines Gefalles in die Vorrichtung stro- 
men. Weiterhin kann auf eine Pumpe verzichtet 2 
werden, wenn die Vorrichtung gegenuber der in 
der Figur dargestellten Ausfuhrungsform "aufdem 
Kopf stehend" betrieben wird, so dafl der erste 
Stab 1 den oberen und der vierte Stab 4 den 
unteren Stab darstellt. In diesen Fallen kann fur 2< 
manche Verwendungszwecke der erfindungsgema- 
Gen Vorrichtung auf eine Pumpe verzichtet werden. 

Fur die in der Figur dargestellte Ausfunrungs- 
form wird jedoch im allgemetnen eine Saugpumpe 
eingesetzt werden. Besonders bevorzugt wird eine 3c 
solche Saugpumpe, bei der die Forderrichtung urn- 
gekehrt werden kann, z. B. eine Schlauchpumpe. 
Durch eine zeitweise Umkehrung der Forderrich- 
tung kann eine gute Durchmischung der Reagen- 
tien in den Reaktionsraumen 9 erreicht werden. 35 
Zusatzlich zu der Pumpe 14 kann auch ein Durch- 
fluRmonitor 21 in die Leitung integriert werden. 

Fur einen automatisierten Betrieb der erfin- 
dungsgemaflen Vorrichtung ist es aufierst vorteii- 
'"haft, wenn sowohl die Bohrungen 6 im ersten Stab 40 
1 als auch die oberen und unteren Offnungen der 
Reaktionsraume 9 im dritten Stab 3 in einem kon- 
stanten Abstand angebracht sind. In diesem Fall 
kann die Tragerplatte 7 durch einen automatisch, z. 
B. durch einen entsprechend programmierten Com- 45 
puter, gesteuerten Schrittmotor horizontal bewegt 
werden, wobei die Schritte des Schrittmotors dem 
konstanten Abstand entsprechen und die jeweilige 
Zeitdauer einer Position durch den Computer vor- 
gegeben wird. Uber einen Schrittmotor und den 50 
Computer kann auch die Pumpe angesteuert wer- 
den. 

Der dritte Stab 3, der die Reaktionsraume 9 
enthalt, wird beim Betrieb der Vorrichtung relativ zu 
der Tragerplatte 7 bewegt. Diese Bewegung kann 55 
durch verschiedene Konstruktionselemente erzielt 
werden. Beispielsweise ein weiterer Schrittmotor 
fur die horizontal Bewegung des dritten Stabs 3 



vorgesehen werden. Auch dieser Schrittmotor kann 
laflt sich durch einen Computer steuern. Haufig 
erscheint es jedoch einfacher, einen Anschlag 11 
oder zwei Anschlage 11, 1V vorzusehen, der bei 
sich bewegender Tragerplatte 7 dafur sorgt, dafj 
der dritte Stab 3 relativ zur sich bewegenden Tra- 
gerplatte 7 zumindest zeitweise in einer ortsfesten 
Stellung gehalten wird. StoBt der dritte Stab 3 nicht 
an den Anschlag an, wird er wegen der Reibung 
der Kontaktflachen zusammen mit der Tragerplatte 
bewegt. 

Auch der Anschlag kann prinzipiell z. B. me- 
chanisch uber ein Schraubgewinde Oder automa- 
tisch uber einen Motor und einen Computer ver- 
stellbar konstruiert sein. In welcher Weise der An- 
schlag 11 angebracht ist, hangt davon ab, ob die 
erste oder die zweite Art der eingangs erwahnten 
Versuchsreihen durchgefuhrt werden soil. 

In Fig. 1 ist der Anschlag auf der rechten Seite 
der Figur angebracht und bewirkt, daB die Reak- 
tionsraume 9 des dritten Stabs 3 bei sich nach 
rechts bewegender Tragerplatte 7 ortsfest relativ 
zum ersten Stab 1 und zu der Grundplatte gehalten 
wird. Auf diese Weise lassen sich die Reaktions- 
raume 9 nacheinander zwischen den Bohrungen 8 
und 10 in den Staben 2 bzw. 4 positionieren, urn 
nach dem Verschieben der Tragerplatte 7 nach 
links uber die Reagentienleitungen 12 einen Re- 
agentienfluB durch die ausgewahlte Reaktionskam- 
mer zu ermogfichen. 

Der dritte Stab 3 enthalt auGer den Reaktions- 
raumen 9 vorzugsweise eine Bohrung 15, die seit- 
lich neben der Gruppe der Reaktionsraume ange- 
bracht ist, wobei man die Bohrung 15 in der Weise 
anordnen wird, dafl ihr Abstand zu den oberen und 
unteren Offnungen des nachstliegenden Reaktions- 
raumes dem oben erwahnten konstanten Abstand 
entspricht. Mit dieser Bohrung 15 kann die Vorrich- 
tung gespult werden. Ferner lassen sich uber diese 
Bohrung die Leitungen 12 und 13 entliiften. 

Der Durchmesser samtlicher Bohrungen sollte 
auf Art der Reagentien, die zu verwendenden Syn- 
thesemengen und auf den erwunschten Durchflufl, 
somit auf den tolerierbaren Stomungswiderstand 
abgestimmt werden, weil das Totvolumen mit dem 
Durchmesser ansteigt. Prinzipiell existieren jedoch 
keine Einschrankungen bezuglich des Durchmes- 
sers der Bohrungen. 

Fur die Stabe der erfindungsgemaGen Vorrich- 
tung und insbesondere fur die Kontaktflachen 5 
konnen prinzipiell alle Materialien verwendet wer- 
den, die sich maGgenau pressen oder spanend 
bearbeiten, somit bohren, frasen und schleifen las- 
sen. Die Stabe lassen sich gegebenenfalls auch 
aus Kunststoff, z. B. durch Spritzgufl herstellen. 
Einschrankungen konnen sich hinsichtlich der ein- 
zusetzenden Reagentien ergeben, gegen die zu- 
mindest die Bohrungen 6, 8. 10, die Reaktionsrau- 



4 



7 



EP 0 629 144 B1 



8 



me 9 und die Kontaktflachen 5 bestandig sein 
miissen. Fur die Stabe kann z. B. ein Edelstahl 
verwendet werden, wobei man die Kontaktflachen 
gegebenenfalls besonders behandeln Oder be- 
schichten wird. Ein sehr geeigneter Werkstoff fur 
die Stabe ist sogenanntes "machinable glass", 
eine Mischung aus Glas und Glimmer, das sich mit 
hoher Prazision sagen, frasen, bohren und schlei- 
fen laflt. Dieser Werkstoff, der gegen die meisten 
aggressiven Reagentien bestandig ist, wird z. B. 
unter dem Waren2eichen MACOR von der Firma 
Corning, USA vertrieben. 

Die Stabe brauchen nicht aus demselben Ma- 
terial zu bestehen. Beispielsweise kann ein dritter 
Stab aus Stahl oder Aluminium mit MACOR R -Sta- 
ben kombiniert werden. 

Die erfindungsgemafle Vorrichtung weist ge- 
genuber den bekannten Vorrichtungen eine Reihe 
von wesentlichen Vorzugen auf. 

Die Dichtigkeit geschliffener Kontaktflachen 
zwischen den Staben ist im allgemeinen vollig aus- 
reichend fur das Ansaugen der Reagentien auch 
aus tiefer gelegenen Reagentien-Vorratsflaschen 
und gut genug, um Kreuzkontaminationen der Re- 
agentien hinreichend klein zu halten. Werden die 
Kontaktflachen frei von Kratzern gehalten, ist zu 
erwarten, dafl die Dauerhaftigkeit der erfindungsge- 
maBen Vorrichtung besser ist als die Dauerhaftig- 
keit herkommlicher PTFE/Stahlventile in den be- 
kannten Vorrichtungen. 

Ein weiterer Vorteil ist, dafl das Totvolumen 
sehr klein, z. B. bei ca 10 ul, gehalten werden 
kann. 

Die Reagentienraume konnen mit sehr gerin- 
gen Volumina von Reagentien gespult werden und 
die Reagentien werden nur mit geringer Vermi- 
schung an die Reagentienraume herangefuhrt. Der 
Verbrauch an Reagentien kann deshalb optimal an 
kleine Synthesemengen angepaflt werden. Bei- 
spielsweise konnten mit einem Prototyp der erfin- 
dungsgemaflen Vorrichtung Oligonukleotid-Synthe- 
sen mit Tragermateriai fur ca 10 nMol mit einem 
Gesamtdurchsatz an Reagentien von nur 1 ,7 ml pro 
Kopplung durchgefuhrt werden; dies ist ca 4 bis 5 
mal weniger als bei bekannten Geraten. 

Die erfindungsgemaGe Vorrichtung kann zu- 
dem in vielfaltiger Form an die zu losenden Aufga- 
ben angepaflt werden. So ist die Zahl der Reagen- 
tienraume und Reagentienleitungen bei entspre- 
chend lanqen S taben nahezu frei wahlbar. Die Re- 
agentienraume und die Bohrungen fur die Reagen- 
tienleitungen konnen zudem in Parallelen Reihen 
angeord n et werden, w obei die Tragerplatte hori- 
zontal nicht nur in einer Richtung (x-Achse), son- 
dern in zwei Richtungen (x- und y-Achse bewegt 
wird. In diesem Fall kann es vorteilhaft sein, wenn 
der zweite 2 und der vierte 4 Stab nicht nur eine, 
sondern mehrere Bohrungen enthalt, die uber den 



parallelen Reihen der Reagentienraume und der 
Bohrungen fur die Reagentienraume liegen. 

Die Erfindung und ihre Wirkungweise wird im 
folgenden anhand eines Durchfuhrungsbeispiels 
5 naher erlautert. 

Beispiel 

Ausfiihrungsform fur die Oligonukleotid-Synthese 

10 

Die fur die Oligonukleotid-Synthese eingesetzte 
Ausfiihrungsform ist in Fig. 2 dargestellt; sie ent- 
hielt 7 Reagentienraume 9 und 14 Bohrungen 6 im 
ersten Stab, die jeweils in einer einzigen Reihe 

15 angeordet waren. Samtliche Bohrungen verliefen 
senkrecht. Die Tragerplatte wurde uber eine Spin- 
del 19 durch einen Schrittmotor 18 bewegt, der 
uber einen Computer gesteuert wurde. In die Lei- 
tung 13 an Bohrung 10 war eine Schlauchpumpe 

20 14 eingesetzt, die ebenfalls durch den Computer 
gesteuert wurde. Die Effizienz der Synthese wurde 
durch einen Absorptions-Durchflufi-Monitor uber- 
wacht, der zwischen Bohrung 10 und die Schlauch- 
pumpe 14 in die Leitung 13 eingesetzt wurde. 

25 Die Vorrichtung enthielt ferner zwei Anschlage 

11, 11\ Mit den Blocken 20 wurde der Stab 1 auf 
der Grundplatte fixiert. Diese Bldcke sind vor der 
verschiebbaren Tragerplatte 7 montiert. 

30 Durchfuhrung einer Oligonukleotid-Synthese 

Mit der in Beispiel 1 beschriebenen Ausfuh- 
rungsform der erfindungsgemaflen Vorrichtung 
wurden Oligonukleotid-Synthesen durchgefuhrt. 

35 Die einzelnen Nukleotid-Bausteine wurden in sich 
wiederholenden Synthesezyklen an das erste akti- 
vierte Nukleotid angekoppelt, welches an dem po- 
rosen Glas in einem Reaktionsraum zwischen den 
Kunststoff-Fritten gehalten wurde. Diese Zyklen be- 

40 stehen aus 

a) Entfernen der Trityl-Schutzgruppe durch Tri- 
chloressigsaure in Dichlorethan gelost, 

b) Ankopplung des Nukleotid-Bausteins, der als 
Phosphoramidit in stabiiisierter Form in Acetoni- 

45 tril gelost vorlag, 

c) Blockierung der Nukleotid-Enden. die nicht 
reagiert haben, durch das sogenannte Capping, 

d) Oxidation des Phosphors durch Jod. 
Vorraussetzung fur*-eine Synthese der Otigonu- 

50 kleotide mit guter Effizienz ist ein moglichst voll- 
standiger Ausschlufl von Feuchtigkeit. Dieser konn- 
te durch die eingesetzte Vorrichtung gewahrleistet 
werden. 

55 Vorbereitung einer Synthese: 

Die Federn 17 werden gelost, so dafl Stab 4 
abgehoben werden und Stab 3 dem Gerat entnom- 
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men werden kann. In die Reaktionsraume 9 wird 
die Sauienfullung eingebracht. Dazu wird jeweils 
eine Fritte (3,0 mm x 1,5 mm, Polyethylen) in eine 
Reaktionskammer 9 gedruckt, gefolgt von ca. 2 - 3 
mg eines Nukleosid-beladenen CPG-Tragers (Milli- s 
pore, ca. 5 umolg, 500 Angstrom Poren) und einer 
zweiten Fritte als Abdeckung. Der Nukleosidtrager 
wird entsprechend der zu synthetisierenden Se- 
quenz fur die entsprechende Reaktionskammer 
ausgewahlt (G, A, T oder C). n 

Nach Einschalten des Gerates wird die Trager- 
platte 7 nach links in eine Referenzposition gefah- 
ren. Der Stab 3, der mit den Saulenfullungen bela- 
den ist, wird wieder in das Gerat eingesetzt. Der 
Stab 4 wird wieder aufgelegt und die Federn ge- ;e 
spannt, urn beide Stabe, 3 und 4, an den Stab 2 zu 
pressen. Der Druck betragt im Prototyp ca. 500 p, 
richtet sich aber nach der Qualitat der Kontaktfla- 
chen. 

Die Tragerplatte wird unter PC-Kontrolle nach 20 
rechts gefahren, so daB der rechte Anschlag 11' 
den Stab 3 so weit verschiebt, dafl Bohrung 15 in 
Stab 3 mit Bohrung 8 in Stab 2 und Bohrung 10 in 
Stab 4 fluchtet. 

Danach kann die Tragerplatte wieder nach links 25 
verschoben werden, so daf3 Bohrung 8 in Stab 2 
uber die jeweils benotigte Reagentienleitung 6 zu 
stehen kommt. 

Zur Entluftung und Spulung der Reagentienlei- 
tungen werden nun vorbestimmte Mengen aller Re- 30 
agentien durch die Bohrungen 8, 15 und 10 uber 
die Leitung 13 und die Pumpe 14 abgepumpt. 

Die Reihenfolge ist: 
Dichlorethan, Trichloressigsaure (TCA, 1 % in Di- 
chlorethan), Dichlorethan, Acetonitril, Capping-Rea- 35 
genz A, Capping Reagenz B, Oxidations-Reagenz, 
Acetronitril, Tetrazol, A-Amidit, T-Amidit, C-Amidit 
und G-Amidit, Acetronitril, Dichlorethan. 

Danach ist das Gerat bereit zur Oligonukleotid- 
synthese. 4Q 

Die zu synthetisierenden Sequenzen werden 
uber die Tastatur am PC eingegeben. Dabei kon- 
nen am Prototyp bis zu sieben Sequenzen von 
einer Lange bis zu 50 Nukleotiden eingegeben 
werden. 45 

Nach der Eingabe wird die Synthese vom PC 
aus startet. Zur Synthese des ersten Oligonuklotids 
wird die Tragerplatte so weit nach links gefahren, 
daG der Stab 3 zwischen den Staben 2 und 4 
durch den linken Anschlag nach rechts verschoben 50 
wird, bis die erste Reaktionskammer 9 in Stab 3 
mit den Bohrungen 8 und 10 in den Staben 2 und 
4 fluchtet. 

Beginn einer Synthese 55 

Zum Beginn der Synthese wird zunachst die 
Tragerplatte wieder nach rechts verschoben, bis 



die Bohrung 8 uber der Reaktionsleitung fur Dichlo- 
rethan stent. Die Reaktionskammer 9, welche die 
Sauienfullung enthalt, wird mit 140 ul Dichlorethan 
gewaschen. Dabei wird im Waschprogramm durch 
eine kurze Pump-Phase in umgekehrter Richtung 
fur eine gute Durchmischung gesorgt. 

Danach wird die Tragerplatte in die TCA-Posi- 
tion gefahren. Die Reaktionskammer wird mit TCA 
durchspult, wodurch die Schutzgruppe am Nukleo- 
tid des CPG-Materials entfernt wird. Danach wird 
wieder mit Dichlorethan gewaschen. 

Addition eines Nukleotids 

1. Waschen mit Acetonitril. Wie beim Waschen 
mit Dichlorethan: 140 ul mit kurzer Pumpum- 
kehr. 

2. Zugabe von Amidit-Losung und Tetrazol, dem 
Aktivator. Es werden zur besseren Durchmi- 
schung dreimal im Wechsel 10 ul Tetrazol und 
10 ul Amiditlosung in die Reaktionskammer ge- 
pumpt, gefolgt von 10 ul Tetrazol. Zur Reaktion 
wird die Tragerplatte in die Acetonitril-Position 
gefahren. In dieser Stellung wird zur weiteren 
Durchmischung wahrend der Reaktion mit lang- 
samer Pumpgeschwindigkeit das Reagenzge- 
misch in der Reaktionskammer dreimal um 10 
ul zuruck- und vorgepumpt. Nach Abschlufl der 
Reaktion wird mit Acetonitril gewaschen. 

3. Zum Inaktivieren der freien Gruppen, die kein 
Amidit angekoppelt haben, werden die Reagen- 
zien Capping A und Capping B in die Reaktions- 
kammer gepumpt und kurz vermischt. 

4. Nach kurzem Waschen mit Acetonitril wird 
Oxidations-Reagenz durch die Kammer ge- 
pumpt. 

5. Nach nochmaligem Waschen mit Acetonitril, 
gefolgt von Dichlorethan wird mit TCA die Trityl- 
Schutzgruppe von dem neu angefugten Amidit 
abgespalten. Die Menge dieses Tritylrestes kann 
im DurchfluB-Monitor durch Absorptionsmes- 
sung bei einer Wellenlange von 550 nm be- 
stimmt werden. 

Mit diesem Schritt ist die Ankoppelung eines 
Nukleotids abgeschlossen. Wenn ein weiteres Nu- 
kleotid angefiigt werden soil, wird wie in den 
Schritten 1 bis 5 verfahren. 

Nach Ankoppelung des letzten Nukleotids der 
eingegebenen Oligonukieotid-Sequenz wird mit Di- 
chlorethan gewaschen. 

Falls ein weiteres Oligonukleotid synthetisiert 
werden soil, wird die Tragerplatte nach links ver- 
schoben, bis der Stab 3 durch den linken Anschlag 
so weit nach rechts verschoben ist, dafl die nach- 
ste Reaktionskammer mit den Bohrungen 8 und 10 
in den Staben 2 und 4 fluchtet. Dann wird die 
Synthese des nachsten Oligonukleotids wie oben 
beschrieben durchgefuhrt. 
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Patentanspruche 

1. Vorrichtung zur Durchfuhrung zeitgleich oder 
sequentiell ablaufender chemischer Reaktionen 
mit den Merkmalen: 

a) vier horizontal angeordnete Stabe (1, 2, 
3, 4) sind ubereinander liegend angeordnet; 

b) die auBeren Stabe (1, 4) weisen je eine, 
die mittleren Stabe (2, 3) weisen je zwei 
einander gegenuberliegende Kontaktflachen 
(5) auf, uber die sie untereinander in Kon- 
takt stehen; 

c) die Kontaktflachen (5) sind in einer Weise 
bearbeitet und gegeneinander gepreBt, daB 

- die Stabe horizontal gegeneinander 
verschiebbar sind, 

- die Kontaktflachen eine flussigkeits- 
dichte Abdichtung bewirken; 

d) der erste Stab (1) 

- weist mehrere durchgehende Bohrun- 
gen (6) auf und 

- ist mit der Vorrichtung test verbunden; 

fepder mit dem ersten Stab (1) in Kontakt 
igfehende zweite Stab (2) ist 

- fest mit einer relativ zum ersten Stab 
(1) horizontal bewegbaren Tragerplat- 
te (7) verbunden und 

- weist eine durchgehende Bohrung (8) 
auf; 

f) der mit dem zweiten Stab (2) in Kontakt 
stehende dritte Stab (3) ist 

- horizontal verschiebbar auf der Tra- 
gerplatte (7) angebracht und 

- weist* eine Anzahl n von oben und 
unten mit Offnungen versehenen, Re- 
aktionsraumen (9) auf; 

g) der mit dem dritten Stab (3) in Kontakt 
stehende vierte Stab (4) ist 

- fest mit der Tragerpjatte (7) verbun- 
den und ^ 

- weist eine durchgehende Bohrung 
(10) auf; 

h) es sind n verschiedene Stellungen des 
dritten Stabs (3) relativ zum zweiten (2) und 
vierten (4) Stab einstellbar, bei denen die 
Bohrungen (8, 10) und die Offnungen eines 
der Reaktionsraume (9) eine durchgehende 
Verbindung herstellen. 

Vorrichtung nach Anspruch 1 , dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Bohrungen (8,10) des zwei- 
ten (2) und des vierten (4) Stabes vertikal 
verlaufen und auf einer gemeinsamen Geraden 
liegen. 



3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet. daB die Bohrungen (6) des 
ersten Stabs (1) flussigkeitsdicht mit Reagen- 



tienleitungen (12) verbunden sind. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Bohrung (10) des 

5 vierten Stabs (4) flussigkeitsdicht mit einer Lei- 

tung (13) verbunden ist. 

5. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB in die Leitung (13) eine Pumpe 

w (14) eingesetzt ist. 



Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 
5, dadurch gekennzeichnet, daB die Bohrungen 
(6) im ersten Stab (1) und die oberen und 
unteren Offnungen der Reaktionsraume (9) im 
dritten Stab (3) jeweils in einem konstanten 
Abstand angebracht sind. 



7. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 6, dadurch 
20 gekennzeichnet, daB der dritte Stab (3) durch 

ein Konstruktionselement in der Weise gegen- 
uber der Tragerplatte (7) horizontal verschoben 
wird, daB die Bohrungen (8) und (10) des zwei- 
ten (2) und vierten (4) Stabs mit der oberen 
25 und der unteren Offnung eines der Reaktions- 

raume (9) fluchten. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Konstruktionselement ein 

30 Anschlag ist. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Konstruktionselement ein er- 
ster Schrittmotor ist. 



35 
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10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 
9, dadurch gekennzeichnet, daB die Trager- 
platte (7) durch einen zweiten Schrittmotor ho- 
rizontal bewegt wird. 

11. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der erste Schrittmotor von einem 
Computer gesteuert ist. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS der zweite Schrittmotor von 
einem Computer gesteuert ist. 



13. Vorrichtung nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
50 zeichnet, daB die Pumpe (14) von einem Com- 
puter gesteuert ist. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der dritte Stab (3) eine durchge- 

55 hende Bohrung (15) enthalt, die in dem kon- 

stanten Abstand zu der oberen und unteren 
Offnung eines der Reaktionsraume (9) ange- 
bracht ist. 
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15. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl die Stabe (1, 2, 3, 4) aus einem 
spanend bearbeitbaren Glas bestehen. 

Claims 

1. Apparatus for effecting simultaneously or se- 
quentially occurring chemical reactions, having 
the features: 

a) four horizontally disposed bars (1, 2, 3, 4) 
are disposed above one another; 

b) the outer bars (1, 4) each have a contact 
face (5), and the central bars (2, 3) each 
have two oppositely situated contact faces 
(5), via which they are in contact with one 
another; 

c) the contact faces (5) are processed and 
pressed towards one another in such a 
manner that 

- the bars are displaceable horizontally 
relative to one another, 

- the contact faces effect a fluid-tight 
sealing; 

d) the first bar (1) 

- has a plurality of continuous bores (6) 
and 

- is firmly connected to the apparatus; 

e) the second bar (2). which is in contact 
with the first bar (1), 

- is firmly connected to a carrier plate 
(7), which is horizontally displaceable 
relative to the first bar (1), and 

- has a continuous bore (8); 

f) the third bar (3), which is in contact with 
the second bar (2), 

- is horizontally displaceably mounted 
on the carrier plate (7) and 

- has a number n of reaction chambers 
(9), which are provided with apertures 
at its upper and lower ends; 

g) the fourth bar (4), which is in contact with 
the third bar (3), 

- is firmly connected to the carrier plate 
(7), and 

- has a continuous bore (10); 

h n different positions of the third bar (3) 
can be set relative to the second (2) and 
fourth (4) bars, wherein the bores (8, 10) 
and the apertures of one of the reaction 
chambers (9) establish a continuous con- 
nection. 

2. Apparatus according to claim 1, characterised 
in that the bores (8, 10) of the second (2) and 
fourth (4) bars extend vertically and lie on a 
common straight line. 
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3. Apparatus according to claim 1 or 2, charac- 
terised in that the bores (6) of the first bar (1) 
are connected in a fluid-tight manner to 
reagent lines (12). 

4. Apparatus according to claim 1 or 2, charac- 
terised in that the bore (10) of the fourth bar 
(4) is connected in a fluid-tight manner to a 
line (13). 

5. Apparatus according to claim 4, characterised 
in that a pump (14) is inserted in the line (13). 

6. Apparatus according to one of claims 1 to 5, 
characterised in that the bores (6) in the first 
bar (1) and the upper and lower apertures of 
the reaction chambers (9) in the third bar (3) 
are each provided at a constant spacing. 



7. Apparatus according to claim 1 or 6. charac- 
terised in that the third bar (3) is displaced 
horizontally relative to the carrier plate (7) by a 
structural element in such a manner that the 
bores (8) and (10) of the second (2) and fourth 

25 (4) bars are in alignment with the upper and 

lower apertures of one of the reaction cham- 
bers (9). 

8. Apparatus according to claim 7, characterised 
30 in that the structural element is a stop mem- 
ber. 

9. Apparatus according to claim 7, characterised 
in that the structural element is a first stepping 

35 motor. 

10. Apparatus according to one of claims 1 to 9, 
characterised in that the carrier plate (7) is 
horizontally displaced by a second stepping 

40 motor. 

11. Apparatus according to claim 9, characterised 
in that the first stepping motor is controlled by 
a computer. 



45 



so 



55 



12. Apparatus according to claim 10, characterised 
in that the second stepping motor is controlled 
by a computer. 

13. Apparatus according to claim 5, characterised 
in that the pump (14) is controlled by a com- 
puter. 

14. Apparatus according to claim 6, characterised 
in that the third bar (3) contains a continuous 
bore (15), which is provided at a constant 
spacing relative to the upper and lower ap- 
ertures of one of the reaction chambers (9). 
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15. Apparatus according to claim 1, characterised 
in that the bars (1, 2, 3, 4) are formed from a 
machinable glass. 

Revendications 

1. Dispositif pour realiser des reactions chimiques 
de maniere simuitanee ou sequentielle, ayant 
les caracteristiques suivantes : 

a) quatre tiges horizontales (1, 2, 3, 4) su- 
perposees, 

b) les tiges exterieures (1, 4) ont chacune 
une surface de contact et les tiges interme- 
diates (2, 3) ont chacune deux surfaces de 
contact (5) par lesquelles les differentes ti- 
ges sont en contact, 

c) les surfaces de contact (5) sont usinees 
et pressees les unes sur les autres pour 
que, 

- les tiges horizontales puissent coulis- 
ser les unes par rapport aux autres, 

- les surfaces de contact realisent une 
etancheite vis-a-vis des liquides, 

d) la premiere tige (1), 

- comporte plusieurs pergages traver- 
sants (6). 

- est reliee solidairement au dispositif, 

e) la seconde tige (2) en contact avec la 
premiere tige (1) est, 

- reliee solidairement a une plaque de 
support (7) mobile horizontalement 
par rapport a la premiere tige (1) et, 

- comporte un pergage traversant (8) , 

f) la troisieme tige (3) en contact avec la 
seconde tige (2), 

- est coulissante horizontalement sur la 
plaque de support (7) et, 

- comporte un nombre n de chambres 
de reaction (9) munies d'ouvertures 
vers le haut et vers le bas, 

g) la quatrieme tige (4) en contact avec la 
troisieme tige (3) est, 

- reliee solidairement a la plaque de 
support (7), 

- comportant un pergage traversant 
(10), 

h) il y a n positions differentes pour la 
troisieme tige (3) par rapport a la seconde 
tige (2) et la quatrieme tige (4), pour les- 
quelles les pergages (8, 10) et les ouvertu- 
res d'une chambre de reaction (9) realisent 
une liaison continue. 

2. Dispositif selon la revendication 1, caracterise 
en ce que les pergages (8, 10) de la seconde 
tige (2) et de la quatrieme tige (4) sont verti- 
caux et se situent sur une droite commune. 



3. Dispositif selon la revendication 1 ou 2, carac- 
terise en ce que les pergages (6) de la premie- 
re tige sont relies de maniere etanche au liqui- 
de a des conduites de reactifs (12). 

5 

4. Dispositif selon la revendication 1 ou 2, carac- 
terise en ce que le pergage (10) de la quatrie- 
me tige (4) est relie a la conduite (13) d'une 
maniere etanche au liquide. 

to , . , 

5. Dispositif selon la revendication 4, caracterise 
en ce que la conduite (13) est munie d'une 
pompe (14). 

75 6. Dispositif selon I'une des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que les pergages (6) de la 
premiere tige (1) et les ouvertures superieures 
et inferieures des chambres de reaction (9) de 
la troisieme tige (3) sont prevues suivant un 

20 intervalle constant. 

7. Dispositif selon la revendication 1 ou 6, carac- 
terise en ce que la troisieme tige (3) peut §tre 
coulissee horizontalement par rapport a la pla- 

25 que de support (7) par un element de 

construction de fagon que les pergages (8 et 
10) de la seconde tige (2) et de la quatrieme 
tige (4) sont alignes sur I'ouverture superieure 
et Touverture inferieure d'une des chambres 

30 de reaction (9). 

8. Dispositif selon la revendication 7, caracterise 
en ce que ('element de construction est une 
butee. 

35 . . . 

9. Dispositif selon la revendication 7, caracterise 
en ce que I'element de construction est un 
premier moteur pas a pas. 

40 10. Dispositif selon I'une des revendications 1 a 9, 
caracterise en ce que la plaque de support (7) 
est deplacee horizontalement par un second 
moteur pas a pas. 

45 11. Dispositif selon la revendication 10, caracterise 
en ce que le premier moteur pas a pas est 
commande par un ordinateur. 

12. Dispositif selon la revendication 10, caracterise 
so en ce que le second moteur pas a pas est 

commande par un ordinateur. 

13. Dispositif selon la revendication 5, caracterise 
en ce que la pompe (14) est commandee par 

55 un ordinateur. 

14. Dispositif selon la revendication 6, caracterise 
en ce que la troisieme tige (3) comporte un 
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pergage traversant (15) qui se trouve a I'inter- 
valle constant par rapport a I'ouverture supe- 
rieure h Pouverture inferieure de Tune des 
chambres de reaction (9). 

15. Dispositif selon la revendication 1, caracterise 
en ce que les tiges (1, 2, 3, 4) sont realisees 
en verre susceptible d'etre usine. 
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